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基础 研究 
5-FU 致 小 鼠 肠 黏膜 严重 损伤 时 B-catenin 的 表达 及 其 意义 
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摘要 :目的 探讨 与 肠 上 皮 干 细胞 增殖 关系 密切 B-catenin 蛋白 在 5-FU 致 小 鼠 肠 黏膜 严重 损伤 时 的 表达 及 其 意义 。 方 法 取 
成 年 CS7VBL 小 鼠 70 只 ,采用 随机 数字 法 将 小 鼠 随机 分 为 对 照 组 (30 只 ) 和 实验 组 (40 只 )。 实 验 组 予 腹腔 注射 大 剂量 5-FU 
[150 mg/(kg*d)x5 d], 分 别 于 注射 后 1、3、5 d 每 天 剖 杀 10 只 小 鼠 , 取 所 有 小 鼠 中 段 小 肠 组 织 固 定 ,进行 常规 病理 组 织 学 检查 及 免 
疫 化 检查 肠 黏膜 中 B-catenin 蛋 白 表 达 情 况 ;对 照 组 腹腔 注射 等 体积 的 生理 盐水 ,连续 注射 5 d, 处 理 方法 和 检测 指标 与 实验 组 相 
同 。 结 果 大 剂量 5-FU 作 用 后 ,小 鼠 肠 组 织 受 到 严重 损伤 ,黏膜 炎症 水肿, 肠 绒 毛 脱落 及 肠 隐 容 消失 , 随 着 时 间 推 移 , 肠 黏膜 有 
少量 修复 ;与 对 照 组 比较 ,实验 组 肠 组 织 B-catenin 和 蛋白 表达 水 平 显著 增加 , 随 着 时 间 推 移 ,B-catenin 和 蛋白 表 达 阳 性 的 细胞 比例 逐 
渐 下 降 。 结 论 肠 黏膜 受到 损伤 后 ,B-catenin 表 达 增 加 ,促进 肠 上 皮 王 细胞 增殖 ,完成 对 肠 黏膜 的 损伤 修复 。 

关键 词 :B-catenin;S$-FU; 肠 上 皮 干 细胞 ; 肠 黏膜 


Expression of B-catenin in mouse intestinal mucosa siverely dameged by 5-FU 
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Abstract: Objective To discusse the expression of B-catenin proten and its significance in mouse intestinal mucosa, and 
B-catenin was colse related to the proliferation of intestinal stem cells. Methods A total of 70 C57/BL mice were divided two 
goups randomly, 30 of them were in control group (group A), and other 40 mice were in experimental group. The mice in 
experimental group were treated with introperitoneal injection of large dose of 5-FU (150 mg/kg body weight for 5 consecutive 
days), the 30 mice were divied 3 groups, 10 of them were kill at the 1st the 3rd day and the 5th day after the injection was 
finished. The middle of intestine from these mice was fixed for HE straining and immunohistochemical techniques. The 
experession of B-catenin in the intestinal sample was detected by immunohistochemical techniques.The mice in control group 
were introperitoneal injected saline for five days as control and them were treated as the mice in experimental group. Results 
After injectin hight dose of 5-FU, the intestine of the mice suffered severe damage: the mucosa was shown as inflammatory 
oedema, the villi and cryptes disappared, and the mucosa repaired minimally with time. The expression of B-catenin proten in 
intestianl mucosa of the mice after injecting hight dose of 5-FU increased significantly comparied with control the mice in 
control group, and percentage of B-catenin proten positive cells in intestinal mucosa gradually decreased with time in mice of 
experimental group. Conclusion The expression of B-catenin in intestinal mucosa increased when the mice were injected hight 
dose of 5-FU, meaning the proten could promote the proliferation of intestinal stem cells and finish the regeneration of 
intestinal mucosa. 
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肠 黏 膜 由 吸收 细胞 , 杯 状 细胞 . 番 氏 细胞 及 内 分 泌 
等 细胞 组 成 ,发 挥 着 营养 吸收 \ 肠 屏障 及 免疫 等 功能 作 
用 。 肠 黏膜 细胞 更 新 速度 迅速 ,每 3~4 d 即 可 完成 细胞 
的 更 新 ,位 于 肠 隐 罕 底 部 的 肠 上 皮 干 细胞 是 肠 黏 膜 不 断 
更 新 的 原动力 , 肠 茜 腊 的 各 种 功能 细胞 都 是 由 肠 上 皮 干 
细胞 分 裂 分 化 而 来 " 5-FU 是 一 种 细胞 周期 依赖 化 疗 
药物 ,主要 作用 于 分 裂 期 细胞 。 肠 黏膜 细胞 作为 快速 更 
新 细胞 ,处 于 分 裂 期 细胞 比例 较 大 , 亦 为 5-FU 作 用 的 靶 
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细胞 。 前 期 实验 已 证 实 , 肠 上 皮 干 细胞 作为 相对 静止 期 
细胞 ,5-FU 对 其 损伤 作用 不 明显 ,因此 亦 是 肠 笑 膜 损 伤 
修复 的 原动力 "~"。B-catenin 是 Wnt 通 路 的 核心 蛋白 ,在 
调节 细胞 分 裂 ,分 化 过 程 中 起 着 重要 作用 ”。 因 此 ,本 研 
究 将 制备 大 剂量 5-FU 对 肠 黏膜 严重 损伤 模型 ,探讨 此 
时 B-catenin 的 表达 变化 及 其 意义 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 及 分 组 

成 年 C57/BL 小 鼠 70 只 , 购 于 南方 医科 大 学 实验 动 
物 中 心 ,雌雄 不 拘 ,体质 量 24+3 g, 采 用 随机 数字 法 将 小 
鼠 随机 分 为 实验 组 (40 只 ) 和 对 照 组 (30 只 ) ,实验 组 予 
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腹腔 注射 大 剂量 5-FU[150 mg/(kg.d)], 连 续 注射 5 d, 对 
照 组 予 腹腔 注射 等 体积 的 生理 盐水 。 两 组 小 鼠 均 在 注 
射 结 束 后 第 1.3 5 天 处 死 取材 ,每 天 处 死 10 只 。 剩 余 
10 只 小 鼠 为 备用 ,补充 实验 过 程 中 的 死亡 小 鼠 ,最 终 使 
各 个 时 间 点 剖 杀 的 小 鼠 数量 均 为 10 只 。 
1.2 取材 及 标本 处 里 

对 照 组 小 鼠 于 第 5 天 注射 结束 后 前 杀 ,取出 中 段 小 
肠 组 织 , 长 约 2 cm, 清 洗 肠 腔 后 4% 多 聚 甲醛 固定 ;实验 
组 在 上 述 时 间 点 剖 杀 处 死 小 鼠 , 同样 取出 中 段 小 肠 组 
织 ,长 约 2 cm, 清 洗 肠 腔 后 4% 多 聚 甲 醛 固 定 。 所 有 标本 
国定 后 将 用 于 常规 HE 染色 和 免疫 组 化 检测 。 
1.3 免疫 组 化 检测 肠 黏 膜 B-catenin 蛋 白 表达 情况 

切片 常规 脱 蜡 入 水 后 ,磷酸 盐 缓 冲 液 冲洗 3 次 ,每 
次 5 min。 每 张 切 片 加 50:1 过 氧化 物 阻 断 溶液 , 窜 温 铸 
育 10 min,PBS 冲洗 3 次 ,微波 抗原 修复 30 min, 加 BSA 
封闭 液 ,室温 旷 育 10 min; 加 入 一 抗 免 抗 大 鼠 B-catenin 
抗体 ,4 % 过 夜 ,PBS 洗 涤 3 次 后 ,加 入 而 二 抗 生 物 素 标 
记 山 羊 抗 锡 IEG 抗体 ,4 % 过 夜 ,PBS 洗 涤 3 次 后 ,ABC 
法 染色 。 结 果 判 定 ,细胞 浆 着 色 判 定 为 B-catenin 阳性 细 
胞 ,在 400 倍 视野 下 ,每 张 切片 随机 挑选 5 个 视野 ,计数 
阳性 细胞 数 ,B-catenin 阳性 细胞 比例 =B-catenin 阳性 细 
胞 / 镜 下 细胞 总 数 。 


QO 


1 小 鼠 肠 黏膜 组 织 学 改变 ( 原 放 大 倍数 : x400) 
A 和: 对 照 组 小 肠 组 织 ; B: 为 实验 组 处 理 后 1 d 小 肠 组 织 ; C: 为 实验 组 处 理 后 多 


2.3 B-catenin 蛋白 表达 情况 

对 照 组 B-catenin 和 蛋白 主要 表达 于 肠 隐 帘 中 上 2/3 
位 置 , 肠 绒毛 部 分 几乎 不 表达 B-catenin 和 蛋白 ;受到 大 剂 
量 5-FU 作 用 后 ,B 组 小 鼠 肠 腔 中 的 单 层 上 皮 细 胞 几乎 
都 表达 B-catenin 蛋白 , 随 着 损伤 修复 的 进行 ,B-catenin 
蛋白 逐渐 往 隐 和 窝 方向 集中 (图 2)。 与 对 照 组 比较 ,各 组 
小 鼠 肠 黏膜 细胞 B-catenin 蛋白 表达 阳性 率 均 有 统计 学 
差异 (P<0.01, 表 1)。 


3 讨论 
肠 黏膜 保持 旺盛 的 自我 更 新 能 力 , 有 研究 表明 ,每 
3~4 d 全 部 肠 黏膜 功能 细胞 完成 一 次 更 新 ,位 于 肠 隐 将 


1.4 统计 方法 

实验 数据 均 数 + 标准 差 表示 ,采用 SPSS20.0 统 计 分 
析 软 件 进 行 统计 分 析 ,组 间 比 较 采 用 LSD-: 检验 ,Ps< 
0.05 认 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 小 鼠 一 般 状 况 

对 照 组 小 鼠 状 态 恨 好 ,实验 过 程 中 无 死亡 。 实 验 组 
小 鼠 一 般 状 况 较 差 ,表现 为 进食 量 及 活动 量 减少 .出 现 
严重 腹泻 及 体质 量 下 降 ;实验 过 程 中 ,注射 结束 后 第 1 
天 有 1 只 小 鼠 死 亡 ,第 3 天 有 3 只 小 鼠 死 亡 ,第 5 天 有 3 
只 死亡, 所 有 死亡 的 小 鼠 由 后 备 小 鼠 补充 ,使 各 时 间 点 
剖 杀 小 鼠 数量 均 为 10 只 。 
2.2 病理 组 织 改 变 

对 照 组 小 鼠 肠 组 织 结构 正常 , 肠 黏膜 绒毛 排列 整 
齐 、 规 律 , 肠 隐 窜 深 浅 均 匀 。 而 实验 组 肠 组 织 受 到 严重 
损伤 ,肉眼 可 见 肠 壁 变 薄 , 肠 腔 积 液 ; 镜 下 观察 可 见 注射 


大 剂量 5-FU 后 小 鼠 肠 组 织 肌 层 萎缩 , 肠 绒毛 . 隐 窜 结构 
消失 , 肠 腔 覆盖 一 层 单 层 上 皮 细 胞 。 处 理 后 第 3 天 小 鼠 
肠 上 皮 开 始 修复 , 隐 罕 结构 开始 形成 ,绒毛 结构 仍 未 形 
成 。 处 理 后 第 5 天 小 鼠 肠 黏膜 进一步 修复 ,可 见 短 而 粗 
的 肠 绒毛 形成 (图 1)。 


名 5 天 小 肠 组 织 . 


底部 的 肠 上 皮 干细胞 是 肠 黏膜 自我 更 新 的 原动力 , 肠 上 
皮 干 细胞 通过 不 对 称 分 裂 产生 一 个 肠 上 皮 干 细胞 及 过 
度 细胞 (TA) ,TA 不 断 分裂 、 分 化 ,最 终 产生 各 种 功能 细 
胞 ,位 于 肠 绒毛 的 各 种 功能 细胞 不 断 凋 亡 ,脱离 ,新 生 细 
胞 不 断 从 肠 隐 窒 往 肠 绒毛 方向 将 脱离 细胞 替代 "。 
5-FU 即 氛 尿 喀 啶 ,是 一 种 细胞 周期 依赖 化 疗 药物 ,主要 
作用 于 快速 分 裂 期 细胞 ,为 结肠 癌 化 疗 首 选 药 物 之 一 ， 
而 化 疗 过 程 中 ,患者 常 出 现 腹泻 ,严重 者 可 发 生 伪 膜 性 
肠炎 ,表明 5-FU 对 肠 黏膜 损伤 作用 明显 。 前 期 实验 表 
明 , 肠 隐 帘 中 上 223 位 置 细胞 表达 丰富 的 PCNA, 而 “ 干 
细胞 区 ”的 PCNA 表 达 较 弱 , 表 明 肠 黏膜 中 TA 保持 旺盛 
的 分 裂 能 力 ,是 5-FU 杀 伤 的 主要 对 象 ,TA 受 损 后 ,导致 
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2 免疫 组 化 B-catenin 表 达 情 况 ( 原 放 大 倍数 : x400) 
A: 对照 组 小 肠 组 织 ; B: 为 实验 组 处 理 后 1 d 小 肠 组 织 ; C: 为 实验 组 处 至 
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表 1 各 个 时 间 点 实验 组 与 对 照 组 肠 年 黏膜 细胞 B-catenin 蛋白 表 
达 阳 性 率 (n=10) 


组 别 处 理 后 1d(%) ”处 理 后 3d(%) ”处 理 后 5 d(%) 
对 照 组 2.52+0.45 2.47+0.52 2.55+0.56 
实验 组 67.34+3.45 52.56+4.74 47.35+0.67 
1 值 92.56 81.21 76.45 

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 


肠 绒毛 各 种 功能 细胞 无 法 补充 ,最 终 导 致 肠 绒 毛 脱 
落 5。 本 研究 常规 病理 证 实 改 变 进一步 证 实 了 上 述 观 
点 ,大 剂量 5-FU 作用 后 , 肠 绒 毛 脱 落 , 肠 腔 只 剩 下 一 单 
层 上 皮 细 胞 覆盖 ,前 期 实验 亦 证 实 ,这 些 单 层 上 皮 细 胞 
几乎 都 表达 肠 上 皮 干 细胞 标志 物 一 musashi-1(msi-1)， 
表明 这 些 单 层 上 皮 细 胞 含有 丰富 的 肠 上 皮 干 细胞 ,发 挥 
着 肠 笑 膜 损伤 修复 作用 "。 随 着 修复 的 进行 , 肠 隐 窜 逐 
渐 形 成 , 肠 上 皮 干 细胞 逐渐 往 肠 隐 窜 聚集 ,并 逐渐 分 裂 、 
分 化 出 各 种 功能 细胞 ,逐渐 形成 粗 短 的 肠 绒毛 。 

肠 上 皮 干 细胞 的 分 裂 、 分 化 受到 一 系列 复杂 的 细胞 
信和 号 通路 调节 。B-catenin 是 一 种 胞 内 糖 蛋白 ,为 Wnt 
B-catenin 信 号 通路 核心 蛋白 , 越 来 越 多 证 据 表 明 ,该 通 
路 在 维持 干细胞 稳定 及 自我 更 新 方面 起 着 重要 作用 7"。 
经 典 WntB-catenin 信号 通路 Wnt 受 体 主要 为 Frizzled 
或 低 密度 脂 蛋 白 受 体 相 关 和 蛋白 5/6(LRP5/6)。Wnt 与 细 
胞 受 结合 后 ,使 LRP5/6 磷酸 化 ,磷酸 化 的 LRP5/6 与 
Axin 结 合 ,后 者 可 使 P-catenin 从 结合 体 变 成 游离 体 , 游 
离 的 B-catenin 进 入 细胞 核 ,结合 TCF 转 录 因 子 , 最 终 
Wnt 的 目标 基因 得 到 表达 。 即 细胞 核 内 ,形成 B-catenin/ 
Tcf4 复 合体 ,直接 上 调 c-Myc 基因 的 表达 ,使 细胞 进入 
分 裂 周期 *»。 本 实验 亦 证 实 , 在 正常 对 照 组 肠 黏膜 中 ， 
B-catenin 主要 表达 于 上 肠 隐 窒 中 上 2/3 位 置 , 即 TA 的 位 
置 ,表明 这 部 分 细胞 处 于 旺 成 的 分 裂 期 。 肠 笑 膜 受到 损 
伤 后 , 肠 上 皮 干 细胞 启动 Wnt/B-catenin 信 号 通路 ,对 损 
伤 进行 修复 。 从 本 实验 可 以 发 现 , 当 肠 黏膜 受到 大 剂量 
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有 后 第 5 天 小 肠 组 织 . 


5-FU 作 用 后 ,注射 5-FU 完成 后 第 1 天 前 杀 的 小 鼠 小 肠 
肠 腔 中 的 单 层 上 皮 细 胞 几乎 都 表达 B-catenin 和 蛋白 ,前 期 
实验 证 实 这 部 分 细胞 亦 表 达 msi-1, 表 明 肠 上 皮 干 细胞 
启动 细胞 分 裂 周期 ,以 修复 损伤 的 肠 条 膜 , 随 着 修复 的 
进行 ,B-catenin 和 蛋白 的 表达 主要 位 于 新 生 肠 隐 窜 中 , 且 
比例 逐渐 降低 ,表明 终 末 功能 细胞 不 断 生成 ,干细胞 比 
例 亦 随 之 降低 ,最 终 完 成 对 肠 黏 膜 的 重 塑 。 

本 实验 证 实 了 在 肠 黏膜 受到 大 剂量 5-FU 损伤 后 ， 
B-catenin 和 昌 白 在 肠 黏 膜 中 表达 显著 升 高 ,表明 其 在 肠 秋 
膜 损 伤 修复 过 程 中 的 重要 作用 ,但 其 调控 肠 上 皮 干 细胞 
分 裂 分 化 的 机 制 仍 有 待 进一步 研究 。 
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